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論　　文　　の　　要　　旨
　酵素阻害物質は酵素の反応機構や種々の生理機能における酵素の役割を解析するため生化学分
野で広く用いられている。本研究は微生物の生産する酵素阻害物質に関する研究の一環として，
ホスホリパーゼ（PL）の阻害物質について実施したものである。ホスホリパーゼは細胞膜の構成
成分であるリン脂質の代謝および膜機能に関する酵素で，種々の生理活性物質の生成にも重要な
役割を果している。
　本論文はP　L－A2の阻害物質として見出された新規アシルペプチド，プリパスタチンA1，
A2，Bユ，B2およびP　L－C阻害物質エチレンジアミンジサクシニックアシド（E　D　D　S）
に関し，それらの探索，分離精製，理化学的性状，構造決定および生物活一性について述べたもの
である。
　第一章　ホスホリパーゼ阻害物質の探索
　ホスホリパーゼ阻害物質を微生物培養液申に探索する目的でホスホリパーゼの酵素反応系を確
立し，土壌から分離された約ユ，800株の被検菌株の培養液を系統的に調べた結果，P　L－A2およ
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びP　L－C阻害物質を発見した。
　第二章　ホスホリパーゼA2阻害物質プリパスタチン
　本章ではプリパスタチンの生産菌の同定，予備抽出試験，生産，抽出精製法，理化学的性状，
構造決定および生物活性について述べている。
　プリパスタチンの生産菌は微生物化学研究所構内の土壌から分離されたもので，バチルス・セ
レウスの一菌株と同定した。
　プリパスタチン生産菌を三角フラスコ回転式振とう培養（27℃，約20時聞）によって培養し，
培養炉液からプリパスタチンをアンバーライトX　A　D－7によって抽出し，シリカゲル，シラナ
イズドシリカゲルおよびセファデックスL　H－20のカラムクロマトグラフィーによって順次精製
した。最後に逆相カラムを用いた高速液体クロマトグラフィーによって，プリパスタチンA1，
A2，B1，B2のカリウム塩をそれぞれ無色粉末として単離した。
　本物質は276双㎜にチロシン残基由来の吸収を示し，赤外部ユ760cポ1にラクトン結合に基づく吸
収を示すことから，環状ペプチドであることが示唆された。水，アルコール類，ジメチルスルホ
キシドに可溶であり，他の有機溶媒には不溶である。
　本物質の構造研究はメタノリシス，酸またはアルカリ加水分解，L　i　B　H珪還元，アセチル化，
ジニトロフェニル化などの化学的方法および紫外（U　V），赤外（I　R），マス（M　S），核磁気
共鳴吸収（NM　R）などのスペクトル解析によって行った。さらに，NM　Rによる立体配座解析
によりD　M　S○一d6中における安定なコンホーメーションを明らかにした。
　すなわち，まずメタノリシスによってアシル基を遊離させ同定した結果，AユおよびB1から
は3一（R）一ヒドロキシヘキサデカン酸，A2およびB2からは14一（S）一メチルー3一（Rジヒドロ
キシヘキサデカン酸のメチルエステルが得られた。同時に，このヒドロキシ脂肪酸が結含したN
末端部分の構造（β一hydroxy　fatty　aciφ→L－G1u→D－Om→L－Tyr）とペプチド断片構造
（D－TyけL一亙1e）を確認できた。酸加水分解後アミノ酸分析計によってアミノ酸組成を決定し，次
に各アミノ酸から合成したジペプチドの高速液体クロマトグラフ分析により，アミノ酸の立体配
置（D，L）を明らかにした。アミノ酸配列はプリパスタチンのアルカリ加水分解により得られ
たラクトン開環物質（プリパスタチン酸）のM　S解析により決定した。環状（プリパスタチン）
および鎖状（プリパスタチン酸）物質の276双聰における吸収強度の比較によって，ラクトン結合
にはチロシン残基が関与していることが明らかになった。チロシンはDとLの2種が含まれてい
るが，ラクトン結合にはジニトロフェニル化をうけないL－Tyrが関与していると判断された。
またL　i　B恥還元後の加水分解物のアミノ酸を調べると，イソロイシンが消失していることよ
り，C末端のイソロイシンがラクトンを形成することが示唆された。この事実はカルボキシペプ
チダーゼによる酵素分解で開環物質からのみイソロイシンが遊離されたことによって確かめられ
た。従って，ラクトン形成部位はL一チロシンの水酸基とL一イソロイシンのカルボキシル基と
の聞であると判断された。このラクトン形成部位は，アセチル誘導体のNM星スペクトル解析結
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果の比較によっても支持された。
　以上の結果から，プリパスタチンの一次構造を次のように決定した。
　　（L）　　（D）　　（L）　（D’a1旦o）　（L）　　　　　　（L）　　（L）　　（D）　　（L）
R－G1u－Orn－Tyr－Thr－G1u一〔X〕一Pro－G1n＾Tyr‘王1e
　　　　　　（R）　　　　　　　　　　　　　　　　（S）　　　　　（R）
’R：CH3（CH2）且2CHCH2CO－　　or　CH3CH2CH（C貫2）］o　CHCH2CO－
　　　　　　　l　　　　　　　　　i　　　l
　　　　　　　OH　　　　　　　　　　CH3　　　0H
　　　　　　ユ　　　　　　　　　　　　呈
P1ipastatin　　　　　　艮
A　l
A2
B　l
B2
1
2
1
2
〔X〕
D－A1a
ガA工a
rVa1
rVaI
　さらに，NM　Rにおけるアミドプロトンシグナルの温度依存性および重水素交換速度，二次元
NM　Rスペクトル解析によって，プリパスタチンAユには4個の分子内水素結合が存在し，2個
のβ一ターンを作る安定なコンホーメーションをとっていることが示唆された。
　プリパスタチンはホスホリパーゼ（P　L）A2のみならずP　L－C，P　L－Dにも酵素阻害活
性を有し，その50％阻害濃度（亙C50）は1．3～3．5×王〇一6Mの範囲であった。本物質は受身産膚
アナフィラキシー（P　C　A）反応に対する抑制効果を有するほか，細胞性免疫（遅延型過敏症，
リンパ球幼若化反応）を抑制する物質であると認められた。また，コリネバクテリウム・ボービ
ス雌Oに対してのみ弱い抗菌作用を示した。マウスに対する急性毒性（L　D50）腹腔内および静
脈内投与で200測g／㎏以上であった。
　環状アシルペプチドとしては，これまでにいくつかの化合物が報告されているが，プリパスタ
チンは，そのアミノ酸組成およびアシル基が既知物質と異なるほかに王その構成アミノ酸チロシ
ンの水酸基がラクトンを形成している化合物として初めて発見されたものである。プリパスタチ
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ンの種々の誘導体について酵素阻害活性を調べた結果，このラクトン構造が活性に必要であるこ
とが認められた。
　第三章　ホスホリパーゼC阻害物質エチレンジアミンジサクシニックアシド（E　D　D　S）
　本章では一放線菌MG417－C門7株から得られたE　D　D　Sに関して，予備抽出試験，生産条
件，抽出精製法，理化学的性状，構造決定および生物活性について述べている。
　E　D　D　Sを三角フラスコ回転式振とう培養（27℃，約2日間）によって生産し，培養炉液から
アンバーライト夏艮A－400（○H型），ダウエックス50W（H型）によって抽出精製して，結晶
化により無色針状結晶として単離した。
　本物質は融点ヱ47－149℃で，分子量はメチル化合物のM　Sから292（C至oH一ヱ6N208）と決定さ
れた。ニンヒドリン，ドラーゲンドリフ呈色試薬に陽性な化合物である。アルカリ性水溶液に可
溶であり，有機溶媒には不溶である。比旋光度〔α〕青は十31．2。であった。
　E　D　D　Sの構造研究は主としてNM艮解析，E　D　D　Sメチル化物のM　S解析および化学合成物
との同定によって行い，その立体配置は本物質を銅錯体に誘導して，X線解析により，（S，S）
一N，N」E　D　D　Sと決定した。
　E　D　D　SはホスホリパーゼCおよびDに酵素阻害活性を有し，その50％阻害濃度はそれぞれ
1．3×亙O■5M，6．5×10－5Mであった。本物質は細胞性免疫（遅延型過敏症，リンパ球幼若化反応）
を抑制する効果を有するが，抗菌作用はなかった。マウスに対する急性毒性（L　D50）は静脈内
投与で500聰g／㎏以上を示した。
　E　D　D　Sはキレート作用を有する物質としてすでに知られているが，今回初めて微生物培養液
から分離されたものである。
審　　査　　の　　要　　旨
　近年，酵素阻害物質が新しい生理活一性物質として注目されている。本研究でホスホリパーゼ阻
害物質としてバチルス・セレウスの培養液から得られたプリパスタチンは新規構造のアシルペプ
チドで，その構造解明には化学的方法のほかに核磁気共鳴や質量分析など各種の機器による分析
手段が用いられ，一次構造および立体構造が決定された。数多くのデータから着実に構造解析を
進めており，その結果は生理活性ペプチドの分野における新しい成果として評価できる。
　次に放線菌の一株の培養液から分離されたエチレンジアミンジサクシニックァシドはキレート
剤として知られている物質であるが，今回始めて天然に存在が認められたものであり，その生理
的意義が注目される。
　これらのホスホリパーゼ阻害物質は酵素の阻害作用のほかに動物に対し免疫抑制効果などを示
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すことが認められており，本研究は新しい生理活性物質創製のために墓礎的な知見を提供しうる
ものと期待される。
　よって，著者は農学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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